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POVZETEK 
 
Fluorescenca je oddajanje energije v obliki svetlobe, ki jo je snov pred tem absorbirala. Za 
organske spojine, ki lahko fluorescirajo, je značilno, da imajo v strukturi več konjugiranih 
dvojnih vezi (npr. aromatske obroče) – take spojine se imenujejo flourofori. V svojem 
magistrskem dela je Andraž Bevk nenamenoma izoliral fluorofor, ki je po svoji strukturi še 
najbolj podoben polimetinom oz. natančneje cianinom. V prvem delu raziskovanja smo 
poskušali sintetizirati fluorofore s podobnim skeletom. Zanimal nas je vpliv uporabljene 
izhodne spojine in topila. Kot izhodne spojine smo uporabili arilacetonitrile in etil 
arilacetate. V primeru obeh so produkti nastali, je pa pri uporabi etil arilacetata prišlo do 
nadaljnje ciklizacije, vendar je tudi produkt ciklizacije fluoresciral. V nadaljevanju smo 
poskušali sintetizirati fluorofor iz dveh različnih izhodnih arilacetonitrilov, vendar sinteza 
v tem primeru ni bila uspešna. Pri sintezah smo uporabili dve različni topili: 
dimetilformamid in N,N-dimetilacetamid. Pri vseh treh nastalih produktih (spojinah 1, 9 in 
13) je bil uporabljen dimetilformamid, ki prispeva ogljikov atom potreben za vezavo dveh 
izhodnih spojin. Nazadnje smo poskušali fluorofore še alkilirati, saj bi lahko tako nanje 
vezali različne funkcionalne skupine, a so bili naši poskusi neuspešni. V drugem delu smo 
za nastale fluorofore (spojine 1, 9 in 13) s pomočjo tekočinske kromatografije ultra visoke 
ločljivosti določili izkoristek. Najprej smo postavili metodo in izbrali optimalne pogoje 
ločevanja. Nato smo za vsak produkt določili valovno dolžino, pri kateri sta bili 
občutljivost in selektivnost metode največji. Pri izbrani valovni dolžini smo posneli 
kromatograme raztopin produktov z linearnim razponom koncentracij. Pri vsaki 
koncentraciji smo iz kromatograma odčitali površino pod krivuljo, iz dobljenih podatkov 
pa smo načrtali graf odvisnosti površine pod krivuljo od koncentracije fluorofora. Pri tem 
smo dobili enačbo premice, iz katere smo izračunali koncentracijo posameznega produkta 
in iz tega izkoristek sinteze. Slaba topnost produktov je predstavljala največjo težavo pri 
določanju izkoristkov. Nazadnje smo za nastale fluorofore posneli še spekter fluorescence. 
Tip aromatskega sistema ima zagotovo vpliv na ekscitacijski in emisijski spekter, vendar 
zaradi malega števila pripravljenih spojin še ne moremo dobro opisati razmerja med 
strukturo in foto-fizikalnimi lastnostmi.  
Ključne besede: fluorescenca, fluorofori, polimetini, cianini, tekočinska kromatografija 
ultra visoke ločljivosti.  
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ABSTRACT 
 
Fluorescence is the energy emitted in the form of light previously absorbed by the 
substance. The wavelength of the emitted light is longer than the wavelength of the 
absorbed light. Substances, that have the ability to emit energy in this form, have multiple 
conjugated double bonds (e.g., aromatic rings) in their structure – called fluorophores. In 
the course of his master's thesis, Andraž Bevk inadvertently isolated a fluorophore, which 
in its structure is most similar to polymethine dyes or more accurate to cyanine dyes. In the 
first part of the study, we tried to synthesize fluorophores from similar skeletons. We were 
interested in influence of the starting compounds and the solvent. Arylacetonitrile and 
ethyl arylacetate were used as starting compounds. In both cases, synthesis was successful. 
In the case, where ethyl arylacetate was used as starting compound, the cyclization of the 
resulting product, which was also fluorescent, occurred. In the following, we tried to 
synthesize the fluorophores from two different arylacetonitriles, but the products were not 
created. Two different solvents were used for the syntheses: dimethylformamide and N,N-
dimethylacetamide. For all three resulting products (1, 9, 13), dimethylformamide was 
used, which is based on the fact, that the carbon atom from dimethylformamide was 
required to bond the two starting compounds. Lastly, we tried the alkylation of 
fluorophores, so that we could bind different functional groups onto them. Alkylation was 
unsuccessful. In the second part, we used ultra-high performance liquid chromatography 
for determination of synthesis yields of products (1, 9, 13). First, we selected the method 
and optimal conditions for the separation. Next, we determined a wavelength for each 
product, where sensitivity and selectivity of the method were the highest. At the selected 
wavelength, the chromatogram of the product solution with linear range of concentration 
was recorded. At each concentration, the area under the curve was read from the 
chromatogram. Next a graph of the dependence of area under the curve from the 
fluorophore concentration was plotted from the obtained data. A line equation was 
obtained, from which the concetration and later yield of synthesis of individual products 
were calculated. Finally, the fluorescence spectrum was recorded. The type of aromatic 
system certainly has an effect on the excitation and emission spectrum, but due to the small 
number of compounds prepared, the relationship between structure and photo-physical 
properties cannot yet be well described. 
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Keywords: fluorescence, fluorophores, polymethine dyes, cyanine dyes, ultra-high 
performance liquid chromatography.  
Maruša Horvat  Magistrska naloga 
ix 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 
A   – absorbanca 
ACN   – acetonitril 
DMF   – dimetilformamid 
DKM   – diklorometan 
ESI   – elektrorazprševalna ionizacija (Electrospray Ionization) 
H   – višina teoretskih podov 
hex   – heksan 
HPLC   – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (High-performance liquid 
chromatography) 
I0   – moč sevanja vira energije 
k   – retencijski faktor 
MF   – mobilna faza 
N   – število teoretskih podov 
R   – ločljivost 
Rf  – retencijski faktor 
S0   – osnovno singletno stanje 
S1   – prvo vzbujeno singletno stanje 
S2   – drugo vzbujeno singletno stanje 
t0   – mrtvi čas 
tR   – retencijski čas 
TLC   – tankoplastna kromatografija (Thin layer chromatography) 
UV-VIS  – ultravijolično – vidno (Ultraviolet-visible) 
V0   – mrtvi volumen 
VR   – retencijski volumen 
W   – širina kromatografskega vrha 
Φ   – kvantni izkoristek 
ε   – molarna absorptivnost 
α   – selektivnost
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1 UVOD 
 
1.1 FLUORESCENCA 
 
1.1.1 Elektronska stanja 
Elektroni v atomu imajo določen spin oz. vrtilno količino. Običajno tvorita par elektrona z 
nasprotno usmerjenima spinoma, njun skupni spin pa je tako enak 0. Za taka elektrona 
rečemo, da sta v singletnem stanju. Občasno pa se med seboj povežeta tudi elektrona z 
enako usmerjenima spinoma in sta tako v tripletnem ali prepovedanem stanju (1). 
 
1.1.2 Jablonski diagram 
Večina elektronov v molekuli se nahaja v osnovnem singletnem stanju (S0) z najnižjo 
energijo, zato lahko le-to absorbirajo, če jih obsevamo z zunanjim elektromagnetnim 
sevanjem. Pri absorpciji se elektroni v molekuli premaknejo v višje elektronsko stanje, tj. 
ekscitirano ali vzbujeno singletno stanje (S1, S2). Absorbirajo lahko samo določene 
molekule pod pogojem, da je elektromagnetno sevanje določene valovne dolžine. Takšne 
molekule so  fluorofori. Energetska stanja elektronov fluorofora nazorno prikazuje 
Jablonski diagram na sliki 1 (1, 2). 
 
Slika 1: Jablonski diagram (povzeto po (6)). 
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Elektroni se po ekscitaciji nahajajo v enem od vibracijskih nivojev ekscitiranega 
singletnega stanja. Ker stremijo k najbolj stabilnemu položaju, se premaknejo v energetsko 
najnižji vibracijski nivo vzbujenega singletnega stanja (S1). Ta premik, ki terja nekaj 
energije, se imenuje interna konverzija oz. vibracijska relaksacija. Energija, ki se izgubi pri 
interni konverziji, ni v obliki sevanja in pri tem ne prihaja do sevanja fotonov svetlobe (1, 
2). 
Elektron se po premiku v elektronsko vzbujeno singletno stanje vrača v osnovno stanje, pri 
čemer pride do oddajanja energije v obliki fotonov in pojava fluorescence (1, 2). 
Fluorescenca je oddajanje energije v obliki svetlobe, ki jo je snov pred tem absorbirala. 
Imenuje se tudi hladna svetloba, saj zanjo ni treba snovi segreti, kakor je to značilno za 
inkandescenco (3, 4, 5). Za organske spojine, ki lahko fluorescirajo, je značilno, da imajo v 
strukturi več konjugiranih dvojnih vezi (npr. aromatske obroče). Take spojine se imenujejo 
fluorofori (2). 
 
1.1.3 Druge oblike oddajanja fotonov 
Ko se elektroni po absorpciji premaknejo v določen vibracijski nivo, ni nujno, da se 
direktno relaksirajo v singletno stanje, tj. z oddajo fotona ali neradiativno relaksacijo. Pride 
lahko do premika v ekscitirano tripletno stanje, imenovano tudi prepovedano stanje, v 
katerem se tvori par elektronov z enako usmerjenim spinom. Premik elektronov take vrste 
se imenuje medsistemsko prečkanje. Prehod iz ekscitiranega tripletnega v osnovno 
singletno stanje je prepovedan, zato je v primerjavi s fluorescenco ta prehod zakasnjen, 
proces pa imenujemo fosforescenca. Elektroni se lahko iz ekscitiranega tripletnega stanja 
premaknejo nazaj v ekscitirano singletno stanje, za kar je potrebna dodatna energija iz 
okolja, in od tam z relaksacijo v osnovno singletno stanje. Tak premik se imenuje 
zakasnjena fluorescenca (1, 2). 
 
1.1.4 Fluorescenčni spekter in Stokesov premik 
Za fluorofore je značilno, da jih lahko vzbuja samo svetloba določenih valovnih dolžin, pri 
čemer se kot rezultat pojavi fluorescenca. Tudi valovna dolžina emisije fluorescence je za 
vsak fluorofor karakteristična (1, 2). 
Pri pregledu spektra absorpcije in emisije opazimo, da sta spektra pogosto drug drugemu 
zrcalna slika. To je rezultat energijsko enakih prehodov pri absorpciji in emisiji. Spektra se 
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med seboj razlikujeta glede na valovno dolžino, pri kateri se pojavita. Razlika med valovno 
dolžino vrha ekscitacije in emisije se imenuje Stokesov premik, karakteristična pa je za 
vsak fluorofor. Stokesov premik je prikazan na sliki 2. Nastane kot posledica izgube 
energije v vzbujenem stanju pri interni konverziji in vibracijski relaksaciji. Spekter emisije 
se torej nahaja pri daljših valovnih dolžinah, saj je energija emisije manjša od energije 
absorpcije, kar dokazuje tudi enačba 1 (1, 2). 
𝐸 = ℎ ∙ 𝛾 =
ℎ ∙ 𝑐
𝜆
 
Enačba 1: Planckova enačba – energija in valovna dolžina sta obratno sorazmerni.  
Legenda: E – energija, h – Planckova konstanta, γ – frekvenca svetlobe, c – hitrost svetlobe,                   
λ – valovna dolžina. 
 
Slika 2: Primer normaliziranega spektra ekscitacije (modra) in emisije (rdeča) (povzeto po (6)). 
Ne glede na to, pri kateri valovni dolžini vzbujamo molekulo, ima spekter emisije vedno 
enako obliko (Kashovo pravilo). To je posledica dejstva, da emisija vedno poteka iz 
najnižjega vibracijskega stanja energetskega nivoja S1. Medtem pa valovna dolžina vpliva 
na intenziteto fluorescence, saj tam, kjer je absorbanca fluorofora največja, vzbudimo 
največ molekul (1, 2). 
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1.1.5 Parametri fluorescence 
 
Kvantni izkoristek 
Kvantni izkoristek (Φ) je razmerje med številom fotonov, ki jih je fluorofor emitiral, in 
številom fotonov, ki jih je absorbiral. Opisano ponazarja enačba 2. Omenjeni parameter 
fluorescence ni odvisen od valovne dolžine ekscitacije, temveč od temperature in topila. Za 
posamezno spojino, merjen pri enakih pogojih, je konstanten (1, 6). 
𝛷 =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑒𝑚𝑖𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑜𝑣
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑜𝑣
 
Enačba 2: Kvantni izkoristek. 
Legenda: Φ – kvantni izkoristek.  
Vrednost kvantnega izkoristka se giblje med 0 in 1. Tako je enak 0 za spojine, ki ne 
fluoresceirajo. Medtem v popolnem primeru fluorofor za vsak absorbiran foton enega tudi 
emitira, zato je kvantni izkoristek 1 (1, 6). 
 
Razmerje med intenziteto fluorescence in koncentracijo 
F = I0 ∙ 𝛷 ∙ (1  e –εbc) 
Enačba 3: Intenziteta fluorescence. 
Legenda: F – intenziteta fluorescence, I0 – moč sevanja vira energije, Φ – kvantni izkoristek,                  
ε – molarna absorptivnost, b – dolžina kivete, c – molarna koncentracija fluorofora v topilu. 
A =  ε ∙ b ∙ c 
Enačba 4: Izračun absorbance. 
Legenda: A – absorbanca, ε – molarna absorptivnost, b – dolžina kivete, c – molarna koncentracija. 
Odvisnost fluorescence od koncentracije je linearna le pri nizkih koncentracijah fluorofora, 
torej v razredčenih raztopinah. Pri tem velja, da mora biti absorbanca, katere izračun 
ponazarja enačba 4, manjša od 0,05. Iz enačbe 3 razberemo tudi, da večja kot je moč 
sevanja vira energije (I0), večja je fluorescenca. Moč sevanja lahko povečujemo samo do 
neke meje, saj preveliko sevanje pospeši razpad merjene spojine. Prav tako je ugodno, da 
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je molarna absorptivnost (ε) fluorofora čim večja, čeprav to pri večini organskih 
fluoroforov ni problem (1, 6). 
Življenjska doba fluorescence 
𝐼 = 𝐼0 ∙  𝑒
−
𝑡
𝜏  
Enačba 5: Povezava med intenziteto in življenjsko dobo fluorescence. 
Legenda: I – moč sevanja vira energije pri času t, I0 – moč sevanja vira energije med ekscitacijo,         
t – čas po ekscitaciji, τ – povprečna življenjska doba fluorescence. 
Življenjska doba fluorescence je povprečen čas med ekscitacijo in vrnitvijo fluorofora v 
osnovno stanje. Pri organskih fluoroforih so njene vrednosti v območju nanosekund (109 
s) in je karakteristika fluorescirajoče spojine (1, 2). 
 
1.1.6 Prednosti in omejitve fluorescentnih tehnik 
Pomembne prednosti tehnik, ki izkoriščajo fenomen fluorescence, so visoka občutljivost, 
visoka specifičnost in široko območje linearnosti. Občutljivost je zelo visoka, ker je zelo 
malo ozadja, nekatere tehnike lahko tako zaznajo že eno molekulo, ki fluorescira. 
Fluorofor mora najprej absorbirati in nato še emitirati svetlobo točno določene valovne 
dolžine, zato je metoda tudi visoko specifična. Poleg tega velja, da dva fluorofora, ki 
absorbirata svetlobo pri isti valovni dolžini, skoraj zagotovo ne bosta oddajala svetlobe pri 
prav tako isti valovni dolžini. Pri fluorescenci lahko meritve izvajamo na širokem območju 
linearnosti s približno enako napako (1). 
Veliko omejitev fluorescence predstavlja fotobledenje. Pri vseh organskih fluoroforih pride 
ob daljšem obsevanju do kemijskih sprememb na fluoroforu, zato nastali produkt ne 
fluorescira. Pogosto sta v to vpletena kisik in nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti, ki nato 
reagirajo s fluoroforom. Prepihovanje vzorca z inertnim plinom lahko zmanjša 
fotobledenje, a to ni mogoče v primeru, ko delamo z živimi celicami ali tkivom. Poleg tega 
kisik pospeši prehod fluoroforov iz tripletnega v singletno stanje. Odsotnost kisika lahko 
zmanjša fotobledenje, vendar intenziteta signala upade, ker so fluorofori ujeti v tripletnem 
stanju (1). 
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1.1.7 Spektrofluorometer 
Spektrofluorometer je naprava, ki meri oddano fluorescenco analita, hkrati pa nam kot 
rezultat poda kvalitativno in kvantitativno analizo. Na sliki 3 je predstavljena njegova 
poenostavljena struktura (1, 2). 
 
Slika 3: Struktura spektrofluorometra. 
Kot izvor sevanja (svetlobe) se običajno uporabljajo ksenonske in živosrebrove žarnice, v 
zadnjem času pa tudi laserji in LED-žarnice. Monokromator med virom svetlobe in kiveto 
z vzorcem je namenjen filtriranju valovnih dolžin. Prepušča le izbrane valovne dolžine, ki 
vzorec ekscitirajo. Na enak način deluje monokromator med kiveto z vzorcem in 
detektorjem. Slednji prepušča le izbrane valovne dolžine fluorescence, ki jih vzorec 
oddaja. Kot med obema monokromatorjema je navadno 90°, saj tako na detektor pride le 
svetloba, ki je posledica fluorescence. V primeru linearne izvedbe bi na detektor prišli 
fluorescenca in ekscitacijska svetloba, ker slednje drugi monokromator ne more povsem 
odstraniti (1, 2). 
Kiveta vsebuje vzorec, ki je raztopljen v topilu. Kot že rečeno, so za meritve primerne 
razredčene raztopine. Intenziteta fluorescence narašča linearno z viskoznostjo topila, 
pogosto uporabljena sta glicerol in želatina. Detektor nam omogoča kvalitativno in 
kvantitativno analizo danega fluorofora. Kvalitativna analiza je valovna dolžina 
fluorescence, ki je specifična za določen fluorofor, kvantitativna analiza pa intenziteta 
fluorescence, ki je odvisna od števila molekul fluorofora oz. njegove koncentracije. 
Detektor je povezan z računalniškim sistemom, ki izriše spekter ekscitacije in emisije (1). 
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1.2 POLIMETINI 
Polimetini so fluorescentne spojine, ki jih prepoznamo po značilnem polimetinskem 
fragmentu, v katerem se dvojne vezi izmenjujejo z enojnimi. Ta fragment, prikazan na sliki 
4,  je odgovoren za fluorescentne lastnosti (7). 
 
Slika 4: Polimetinski fragment (povzeto po (7)). 
Poleg omenjenega fragmenta sta pomembni še terminalni skupini na obeh koncih 
konjugiranih vezi, na sliki 4 označeni z X in Y. Terminalni skupini sta pri polimetinih 
enaka heteroatoma, če pa sta heteroatoma različna, se spojine imenujejo meropolimetini. 
Polimetine razdelimo glede na vrsto terminalnega heteroatoma na cianine in oksalone. 
Oboji so nabite molekule, ki obstajajo v dveh resonančnih strukturah, kar prikazuje slika 5 
(7). 
 
Slika 5: Podvrsti polimetinov: cianin in oksalon (povzeto po (7)). 
Za številne polimetine je značilno, da je njihov ekscitacijski spekter ozek vrh, katerega 
maksimum lahko premikamo k daljšim valovnim dolžinam s podaljševanjem polimetinske 
verige in/ali spreminjanjem narave terminalnih skupin (8). 
Načeloma imajo polimetini zelo visoke vrednosti molarne absorptivnosti (ε), kvantni 
izkoristek (Φ) pa variira glede na stopnjo rigidizacije polimetina in lastnosti okolja, v 
katerem se nahaja, predvsem polarnosti ter viskoznosti. Vrh spektra absorpcije lahko poleg 
tega premikamo k daljšim valovnim dolžinam še na druge načine: z uporabo terminalnih 
skupin, ki vsebujejo večje število heterocikličnih obročev, in z zamenjavo nasičenih 
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alkilnih skupin s konjugiranimi substituenti v terminalni verigi. Z enakim namenom lahko 
polimetinsko verigo vključimo v cikel in jo s tem rigidiziramo (7, 8). 
 
1.2.1 Uporaba polimetinov 
Polimetini so se v preteklosti zaradi širokega območja valovnih dolžin, pri katerih 
absorbirajo svetlobo, uporabljali kot senzitizatorji pri fotografiranju. Danes se v 
naravoslovnih smereh pogosto uporabljajo kot barvila in označevalci. Polimetinske sonde 
lahko kovalentno vežemo na celične komponente v živih celicah ter tako opazujemo 
njihovo aktivnost in razporejenost v prostoru. Sintetizirani so tudi analogi biomolekul s 
vključenimi fluorofori, kot so aktin, tubulin in nekateri fosfolipidi. Te analoge lahko 
vstavimo v sistem in jih opazujemo in vivo (8, 9). 
 
1.2.2 Cianini 
Cianini so fluorescentne spojine, ki spadajo v družino polimetinov. Njihovo ime izvira iz 
grške besede Kyanos, kar pomeni temno modro. Takšna je namreč barva cianinov v 
raztopini. Tovrstne molekule so resonančni hibridi dveh kanonskih struktur, od katerih sta 
obe le približka dejanske strukture. Resonančni strukturi sta odgovorni za intenzivnost 
barve fluorescence, ki je posledica pozitivnega naboja, delokaliziranega čez konjugirano 
polimetinsko verigo. Na vsaki strani polimetinske verige vsebujejo en terciarni in en 
kvartarni dušikov atom. Slednji daje tem spojinam kisli značaj in strukturo soli. Glede na 
dušikov atom na obeh terminalnih koncih polimetinske verige jih delimo na streptocianine, 
hemicianine in cianine z zaprtimi verigami. Njihove strukture prikazuje slika 6 (7, 10, 11). 
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Slika 6: Splošne strukture različnih podzvrsti cianinov (levo) in primeri fluoroforov iz posamezne 
podzvrsti (desno) (povzeto po (2, 7)). 
Dušikovi atomi pri streptocianinih niso del obročnih sistemov. V hemicianinih je en 
dušikov atom vezan v obroč, drugi pa ne, medtem ko sta pri cianinih z zaprtimi verigami 
oba dušikova atoma vezana v obročni sistem. V primeru oksalonov pa je v vlogi dušika 
kisik (7). 
  
1.2.3 Cianinom podobni fluorofori 
Fluorofor, ki sodi med polimetine in je strukturno še najbolj podoben cianinom, je med 
svojim eksperimentalnim delom na Fakulteti za farmacijo sintetiziral Andraž Bevk. Primer 
njegove sinteze fluorofora prikazuje leva stran slike 7. Od cianinov se loči po tem, da ne 
vsebuje pozitivnega naboja, oz. da dušika, ki sta del terminalnih skupin, nista terciarna. 
Obstaja le ena referenca, ki opisuje podobne spojine, pa še v tem primeru je sinteza 
potekala po drugi sintezni poti z difluorokarbeni. Poleg tega te spojine niso opisane kot 
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fluorofori, najverjetneje zato, ker so bile izolirane kot kalijeve soli. Raziskave na Fakulteti 
za farmacijo so potrdile, da soli teh spojin ne fluorescirajo, medtem ko so iste spojine v 
protonirani obliki izvrstni fluorofori (12). 
 
Slika 7: Primer fluorofora, ki ga je sintetiziral Andraž Bevk (levo) in fluorofora s podobno 
strukturo, ki so ga sintetizirali Petko in sodelavci (desno) (povzeto po (12)). 
 
1.3 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI 
HPLC (High performance liquid chromatography), tj. tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti, je vrsta kromatografije, ki jo pogosto uporabljamo za ločitev in izolacijo 
želenega analita iz zmesi spojin. Odlikujejo jo visoka stopnja učinkovitosti, občutljivosti, 
selektivnosti, hitrost in avtomatizacija (13, 14). S pomočjo HPLC lahko neznano spojino 
identificiramo (kvalitativna analiza) ali določimo njeno količino (kvantitativna analiza). 
Kromatografska separacija temelji na potovanju vzorca, ki je raztopljen v tekoči mobilni 
fazi, skozi kolono s stacionarno fazo. Pri tem lahko analit reagira in prehaja med obema 
fazama, kar vpliva na trajanje zadrževanja v koloni. Glede na mehanizem ločevanja 
analitov ločimo porazdelitveno, adsorpcijsko, ionsko izmenjevalno, gelsko ali 
izključitveno, afinitetno in kiralno HPLC. Pri porazdelitveni HPLC pa glede na polarnost 
obeh faz ločimo še normalnofazno in reverznofazno porazdelitveno kromatografijo. Pri 
prvi je stacionarna faza polarna in mobilna faza nepolarna, pri reverznofazni kromatografiji 
pa je ravno obratno (15, 16). 
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1.3.1 Komponente HPLC 
 
Slika 8: Poenostavljen sistem komponent HPLC (povzeto po (18)). 
Posamezne komponente HPLC in njihov vrstni red prikazuje slika 8. Rezervoar topila 
hrani ustrezno količino mobilne faze za neprekinjen potek ločbe. Lahko je opremljen s 
sistemom za razplinjevanje (degaziranje) in posebnimi filtri, ki preprečujejo zajem delcev. 
Črpalka zagotavlja konstanten tok mobilne faze skozi sistem, navadno lahko dosega 
vrednosti tlaka do 400 barov pri HPLC in celo nad 1000 barov pri UHPLC. Če vsebuje 
mobilna faza delce, lahko pride do poškodbe črpalke, zato vedno uporabljamo pri pripravi 
mobilnih faz topila, kisline in soli ustrezne kakovosti. Injektor omogoča injiciranje zmesi 
analitov v tok mobilne faze pred vstopom v kolono. Večina injektorjev je avtomatiziranih, 
pri čemer injiciranje prej določenih volumnov izbranih analitov iz vial opravi sistem sam. 
Volumen injiciranja se giblje med 0,1 in 100 µL, njegova ponovljivost pa je zelo 
pomembna za kvantitativno analizo. Kolona je najpomembnejša komponenta sistema 
HPLC, ki omogoča ločevanje analita iz zmesi in predstavlja stik obeh faz. Učinkovitost 
kolone se veča z njeno dolžino, hkrati pa manjši delci omogočajo uporabo krajših kolon. 
Detektor zazna prisotnost reteniranih analitov, kar pretvori v signale. Odnos med količino 
oz. koncentracijo posameznega analita in signalom mora biti linearen. Najpogosteje se 
uporabljajo UV-VIS-detektorji z nastavljivim območjem valovnih dolžin (15, 16).  
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1.3.2 Parametri HPLC 
Širina kromatografskega vrha (W) se meri na bazni liniji in je podana v časovnih enotah. 
Retencijski čas (tR) je čas, potreben za elucijo posamezne komponente. Grafično je 
prikazan kot razdalja med maksimumom signala in začetkom injiciranja, izražen pa je v 
časovnih enotah. Pri hitrejšem pretoku mobilne faze je retencijski čas krajši (slika 9). 
Retencijski volumen (VR) je volumen mobilne faze, potreben za elucijo posamezne 
komponente (15).  
 
Slika 9: Umestitev širine kromatografskega vrha (W) in retencijskega faktorja (tR) v kromatogram 
(povzeto po (19)). 
𝑉𝑅  = 𝑡𝑅 ∙ 𝐹 
Enačba 6: Izračun retencijskega volumna. 
Legenda: VR – retencijski volumen, tR – retencijski čas, F – pretok mobilne faze.  
Mrtvi čas (t0) je čas, v katerem analit potuje skozi kolono, ne da bi pri tem interagiral s 
stacionarno fazo. Mrtvi volumen (V0) predstavlja volumen mobilne faze v koloni in 
običajno zavzema 65 % volumna celotne kolone (15, 17). 
𝑉0 =  𝑡0 ∙ 𝐹  
Enačba 7: Izračun mrtvega volumna. 
Legenda: V0 – mrtvi volumen, t0 – mrtvi čas, F – pretok mobilne faze. 
Retencijski faktor (k) predstavlja razmerje med časom, ko analit v mobilni fazi potuje 
skozi kolono, in časom, ko analit interagira s stacionarno fazo. Nanj vplivata strukturi 
stacionarne in mobilne faze ter temperatura kolone (15). 
Maruša Horvat  Magistrska naloga 
13 
 
𝑘 =  
𝑡𝑅 −  𝑡0
𝑡0
 
Enačba 8: Izračun retencijskega faktorja. 
Legenda: k – retencijski faktor, tR – retencijski volumen, t0 – mrtvi volumen. 
Selektivnost (α) je sposobnost kromatografskega sistema, da loči med različnimi 
analiti (15). 
𝛼 =
𝑘2
𝑘1
=  
𝑡𝑅2− 𝑡0
𝑡𝑅1− 𝑡0
  
Enačba 9: Izračun selektivnosti. 
Legenda: α – selektivnost, k2 – retencijski faktor spojine 2, ki se je eluirala pozneje, k1 – retencijski 
faktor spojine 1, ki se je eluirala prej. 
Število teoretskih podov (N) meri učinkovitost kolone (15). 
𝑁 = 16 ∙ (
𝑡𝑅
𝑊
)2  
Enačba 10: Izračun števila teoretskih podov.  
Legenda: N – število teoretskih podov, tr – retencijski čas, w – širina kromatografskega vrha. 
Ločljivost (R) kvantitativno opredeljuje, kako dobro lahko posamezni komponenti ločimo 
med seboj (15). 
𝑅 = 2 
𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1
𝑤2 + 𝑤1
 
Enačba 11: Izračun ločljivosti. 
Legenda: R – ločljivost, tR2 – retencijski čas spojine 2, tR1 – retencijski čas spojine 1, w2 – širina 
kromatografskega vrha spojine 2, w1 – širina kromatografskega vrha spojine 1. 
 
1.3.3 Parametri validacije HPLC 
Namen meritev in analize parametrov validacije HPLC je pridobiti zanesljive, natančne in 
točne podatke, za kar je potrebna validacija razvite analizne metode. Po smernicah ICH naj 
bi bila ta vedno opisana in izvedena. Spodaj so našteti in opisani tipični parametri, ki jih 
upoštevamo pri validaciji (20). 
Specifičnost je sposobnost zaznave analita v prisotnosti drugih spojin, npr. nečistot. 
Omogoča razlikovanje med analiti in njim sorodnimi strukturami. Točnost predstavlja 
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ujemanje izmerjenih rezultatov s pravo ali sprejeto referenčno vrednostjo. Ta parameter 
lahko določimo z iskanjem sistemskih napak z uporabo standardov z znanimi 
koncentracijami. Natančnost je stopnja medsebojnega ujemanja rezultatov, ki so bili 
pridobljeni iz istega, homogenega vzorca. Linearnost je sposobnost metode, da daje 
rezultate, ki so proporcionalni koncentraciji analita v vzorcu. Preverjamo jo z vsaj 
trikratnimi ponovitvami petih različnih koncentracij v območju med 50 in 150 % 
pričakovanega koncentracijskega območja. Robustnost analizne metode je predstavljena 
kot neobčutljivost pri spremembah osnovnih parametrov. Meja zaznavnosti je mejna 
koncentracija, do katere lahko analizna metoda še zazna preiskovani analit. Meja 
določljivosti pa je tista najmanjša koncentracija analita, ki jo lahko analizna metoda še 
ponovljivo izmeri (20, 21, 22). 
 
1.3.4 Tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (UHPLC) 
UHPLC (Ultra-high performance liquid chromatography), tj. tekočinska kromatografija 
ultra visoke ločljivosti, omogoča hitrejše in bolj učinkovito ločevanje spojin, zato je v 
zadnjih letih nadomestila prej pogosto uporabljeno HPLC. Od nje se loči po izboljšani 
hitrosti, ločljivosti in občutljivosti. Osnovna razlika med njima je v materialu za kolono, ki 
vsebuje delce, manjše od 2 μm, kar vpliva na ločevanje analitov. Le-to opisuje Van 
Deemterjeva enačba, ki podaja razmerje med pretokom mobilne faze in višino teoretskih 
podov (H) oz. učinkovitostjo kolone, kar ponazarja enačba 12. Čim manjši je H, 
učinkovitejša je kolona (23). 
𝐻 = 𝐴 ∙
𝐵
𝑣
∙ 𝐶 ∙ 𝑣 
Enačba 12: Van Deemterjeva enačba (10). 
Legenda: H – višina teoretskih podov, A – naključna difuzija med delci stacionarne faze (»Eddy« 
difusion), B – difuzijski koeficient v mobilni fazi, v – hitrost pretoka mobilne faze, C – masni 
prenos med fazami.  
Parameter A opisuje naključno difuzijo med delci stacionarne faze. Nanj vplivajo način 
polnjenja kolone, velikost delcev stacionarne faze in enakomernost njihove porazdelitve. 
Ugodno je, da je kolona napolnjena z majhnimi delci enakih oblik. Parameter B prikazuje 
naravno težnjo delcev po difuziji (predvsem nazaj), ki jo zmanjšamo z večjim pretokom 
mobilne faze. Parameter C predstavlja prečno difuzijo analita med stacionarno in mobilno 
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fazo. Pri debelejših in bolj viskoznih stacionarnih fazah je parameter C večji. V primeru 
parametra C večji pretok mobilne faze pomeni večji zaostanek molekul analita. Hitrost 
mobilne faze vpliva v obratnem sorazmerju na parametra B in C, zato je treba skleniti 
kompromis. Višino teoretskega poda lahko izrazimo tudi na drugačen način, kakor 
ponazarja enačba 13 (23). 
𝐻 =
𝐿
𝑁
 
Enačba 13: Izračun višine teoretskih podov (9). 
Legenda: H – višina teoretskih podov, L – dolžina kromatografske kolone, N – število teoretskih 
podov. 
H je z učinkovitostjo ločevanja obratno sorazmerna. Manjša kot je H, večje je število 
teoretskih podov in s tem tudi ločljivost. Cilj UHPLC je torej zmanjšati H, kar lahko 
dosežemo na različne načine. Učinkovitost lahko izboljšamo z uporabo manjših delcev 
(parameter A), kar pa vodi v povečanje tlaka, potrebnega za ločevanje. Delo pri višji 
temperaturi omogoča hitrejši pretok mobilne faze, ker se zmanjša njena viskoznost. 
Učinkovitost je odvisna tudi od dolžine kolone in je sorazmerna z velikostjo delcev. Zato 
lahko zmanjšamo dolžino kolone za podoben faktor, kot smo zmanjšali velikost delcev 
brez vpliva na učinkovitost (23). 
Vse navedene spremenljivke so hkrati tudi razlike med UHPLC in HPLC. V primerjavi s 
HPLC je pri UHPLC poraba mobilne faze manjša za približno 80 %, prav tako traja čas 
analize posameznega vzorca le 2 minuti. Zaradi manjših delcev je potreben večji tlak, ki 
poveča retencijski faktor ločevanja. Dosegamo lahko tlake nad 1000 barov, medtem ko pri 
HPLC najvišja vrednost tlaka dosega 400 barov. Višja temperatura UHPLC-kolone 
zmanjša viskoznost mobilne faze; sicer se vrednosti njenega pretoka gibljejo nekje pri 
0,6 mL/min, kar je manj, kot pri HPLC. Poleg tega UHPLC uporablja krajše kolone z 
manjšim premerom (23). 
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2 NAMEN DELA 
 
Splošna struktura fluoroforov, ki jih bomo poskušali sintetizirati, izhaja iz fluorofora, ki ga 
je kot stranski produkt izoliral Andraž Bevk. V magistrski nalogi Nataše Vek je bil nato 
delno pojasnjen mehanizem reakcije, ki ga ponazarja slika 10, izvedena pa je bila tudi 
optimizacija reakcijskih pogojev, tj. topila, temperature in časa reakcije. 
 
Slika 10: Sinteza fluorofora, ki je nastal kot stranski produkt (povzeto po (24)). 
V magistrski nalogi bomo poskušali sintezirati podobne fluorofore po optimiziranem 
sinteznem postopku, ki ga prikazuje slika 11. Pri tem bomo spreminjali izhodno spojino oz. 
funkcionalni skupini, ki sta pripeti na metilensko skupino. Prav tako bomo preizkusili, ali 
je možno uvesti dve različni aromatski skupini. 
 
Slika 11: Splošna shema sinteze fluoroforov. 
Končne spojine bodo kisle, kajti že z bazo, kot je NaOH, je moč odcepit proton, ki se 
nahaja na dušiku. V magistrski nalogi bomo preverili, ali je nastali anion nukleofilen in ga 
je možno alkilirati. Alkiliranje, kot ga prikazuje slika 12, bi namreč omogočilo uvedbo 
novih funkcionalnih skupin. 
 
Slika 12: Načrt alkiliranja. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Materiali 
Proizvajalci topil in reagentov, ki smo jih uporabili pri sintezi in izolaciji fluoroforov ter 
HPLC-sistema, so Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma-
Aldrich in TCI.  
 
3.2 Metode 
 
Kromatografske metode 
Za določanje prisotnosti končnega produkta v reakcijski zmesi smo uporabljali 
tankoplastno kromatografijo. Pri tem smo na aluminijaste ploščice Merck Silica gel 60 F254 
nanesli reakcijske zmesi različnih stopenj izolacije in ploščice pomočili v mobilno fazo. 
Uporabljene mobilne faze pri posameznem postopku izolacije so navedene v 
eksperimentalnem delu. Nato smo ploščice posušili in prenesli pod UV-svetlobo ter pri 
valovnih dolžinah 254 in 366 nm detektirali nastale fluorofore.  
Za izolacijo in čiščenje produktov smo uporabili kolonsko kromatografijo. Uporabljali smo 
steklene kolone, ki smo jih napolnili s silikagelom proizvajalca Merck, z velikostjo delcev 
0,04–0,063 mm. Uporabljene mobilne faze smo navedli pri posameznem postopku 
izolacije in čiščenja. 
Naprava, ki smo jo uporabili za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti, je bila 
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 proizvajalca Thermo Fisher Scientific, z 
detektorjem z diodnim nizom (diode array). Uporabili smo kolono Acquilty UPLC ® HSS 
C18 SB 1,8 μm (2,1 × 50 mm) proizvajalca Waters. Mobilna faza je bil sestavljena iz 
komponent A in B. Komponenta A je bila sestavljena iz 99 delov H2O, 1 dela ACN in 0,1 
dela TFA in komponenta B iz 99 delov ACN, 1 dela H2O in 0,1 dela TFA. Elucija je bila 
gradientna, v 10,0 min se je delež faze A linearno povečal iz 5 % na 95 %, nato je bil delež 
komponente A konstanten 2,0 min pri 95 %. Ves čas ločbe je bil pretok konstanten, in sicer 
0,3 mL/min.  
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Spektroskopske metode 
Za snemanje masnih spektrov smo uporabljali ADVION expression CMSL masni 
spektrometer proizvajalca Advion z ESI-(Electrospray Ionization)-tehniko in Thermo 
Scientific Q Exactive plus masni spektrometer proizvajalca Thermo Fisher Scientific za 
snemanje HR-MS-spektrov, prav tako z ESI-tehniko. 
Za identifikacijo spojin smo uporabili jedrsko magnetno resonanco. 1H in 13C NMR-
spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 proizvajalca Bruker pri 100 in 
400 MHz. Vzorce smo raztopili v devteriranem kloroformu (CDCl3) in devteriranem 
dimetil suloksidu (DMSO-d6), kot interni standard pa smo uporabili tetrametilsilan (TMS).  
Naprava, ki smo jo uporabili za snemanje fluorescenčnih spektrov, je PerkinElmer LS 55 
proizvajalca PerkinElmer, Inc.  
 
Merjenje temperature tališča 
Temperaturo tališča nastalih spojin smo opazovali z mikroskopom proizvajalca Cambridge 
Instruments z grelno mizico Reichert Jung proizvajalca Reichert Technologies.   
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
 
4.1 SINTEZE FLUOROFOROV 
 
4.1.1 Sinteza etil 2-(1,3-diciano-3-(4-metiltiazol-2(3H)-iliden)prop-1-en-1-il)-4-metil-
tiazol-5-karboksilata (1) 
 
2-Cianoetantioamid (0,807 g; 8 mmol) in etil 2-kloro-3-oksobutanoat (1,328 g; 8 mmol) 
smo raztopili v DMF (2 mL) in 1 dan mešali pri sobni temperaturi. Nastalemu etil 2-
(cianometil)-4-metiltiazol-5-karboksilatu smo dodali 4 M HCl (0,75 mL) in zmes 6 ur 
segrevali pri 60 °C.  
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo zmesi dodali EtOAc in filtrirali s presesavanjem. 
Nastalo oborino smo prekristalizirali iz EtOAc. Nato smo ji dodali DKM in filtrirali s 
presesavanjem. Matičnici smo dodali silikagel in suspenzijo uparili pri znižanem tlaku. 
Sledilo je čiščenje s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, MF: EtOAc/hex = 1/2).  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
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Preglednica I: Značilnosti spojine 1. 
Molekulska masa 430,50 g/mol 
Elementna sestava C19H18N2O4S2 
Tališče 195–200 °C 
Izgled Opečnato-oranžni kristali 
Izkoristek 0,95 % 
HR-MS (ESI) m/z = 431,3990 (M+H)+ 
1H-NMR (400 MHz, Pyr, 2 tavtomerni 
obliki) 
δ (ppm) = 1.13 in 1.25 (2 × t, 3H, J = 7.15 
Hz, -CH2-CH3), 2.28, 2.74, 2,78, in 2.89 (4 
× s, 6H, Ar-CH3), 4.17 in 4.28 (2 × q, 2H, J 
= 7.13 Hz, -CH2-CH3), 6.58, 6.98, 7.39, 
7,99 in 9.20 (5 × s, 3H, H-Ar, =CH−, NH). 
Rf (MF: DKM/MeOH = 20/1) 0,89 
Rf (MF: EtOAc/hex = 1/2) 0,34 
 
 
Slika 13: Izgled spojine 1 po čiščenju s kolonsko kromatografijo. 
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4.1.2 Poskus sinteze etil 2-(-1,3-diciano-3-(5-(etoksikarbonil)-4-
(trifluorometil)tiazol-2(3H)-iliden)prop-1-en-1-il)-4-fluorotiazol-5-karboksilata 
(2) 
 
2-Cianoetantioamid (0,799 g; 8 mmol) in etil 2-kloro-4,4,4-trifluoro-3-oksobutanoat 
(1,26 mL; 8 mmol) smo raztopili v DMF (2 mL) in 1 dan mešali pri sobni temperaturi. 
Nastalemu etil 2-(cianometil)-4-(trifluorometil)tiazol-5-karboksilatu smo dodali 4 M HCl 
(0,75 ml) in 6 ur segrevali pri 60 °C.  
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo dodali EtOAc in filtrirali s presesavanjem. 
Matičnici smo dodali vodo in nastali fazi ločili v lij ločniku. Slednje smo trikrat ponovili. 
Nato smo organski fazi dodali nasičeno raztopino NaCl in fazi ločili v liju ločniku. Tudi ta 
korak smo trikrat ponovili. Organski fazi smo dodali Na-sulfat, suspenzijo filtrirali s 
presesavanjem ter nastalo oborino in matičnico nanesli na TLC. Glede na analizo TLC 
produkt ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
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4.1.3 Poskus sinteze etil 2-(-1,3-diciano-3-(4-(etoksikarbonil)tiazol-2(3H)-iliden)prop 
-1-en-1-il)tiazol-4-karboksilata (3) 
 
 
2-Cianoetantioamid (0,8 g; 8 mmol) in etil 2,4-dikloro-3-oksobutanoat (0,5 mL; 8 mmol) 
smo raztopili v DMF (2 mL) in 1 dan mešali pri sobni temperaturi. Nastalemu etil 2-
(cianometil)tiazol-4-karboksilatu smo dodali 4 M HCl (0,75 mL) in 6 ur segrevali pri 60 
°C. 
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo zmesi dodali DKM in vodo. Nastali fazi smo ločili 
v lij ločniku, pri čemer smo postopek trikrat ponovili. Organski fazi smo dodali nasičeno 
raztopino NaCl in nastali fazi ločili v liju ločniku. Postopek smo spet trikrat ponovili. Nato 
smo organski fazi dodali Na-sulfat in suspenzijo filtrirali s presesavanjem. Nastalo 
matičnico smo uparili pri znižanem tlaku, oborini dodali DKM in silikagel ter ponovno 
uparili pri znižanem tlaku. Sledilo je čiščenje s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, MF: 
EtOAc/hex = 1/2). Glede na analizo TLC produkt ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
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4.1.4 Poskus sinteze 2-(1-metil-1,2-dihidropiridin-2-il)-4-(piridin-2(1H)-iliden)pent-
2-enedinitrila (4) 
 
2-(Cianometil)-1-metilpiridin-1-ij (0,39 g; 1,5 mmol) in 2-(piridin-2-il)acetonitril (0,17 
mL; 1,5 mmol) smo raztopili v DMF (2 mL) in dodali 4 M HCl (0,75 mL). Reakcijsko 
zmes smo segrevali 6 ur pri 60 °C. 
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo zmesi dodali EtOAc in vodo ter filtrirali s 
presesavanjem. Oborini smo dodali DMK in silika gel ter uparili pri znižanem tlaku. 
Sledilo je čiščenje s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, MF: EtOAc/hex = 1/2, nato MF: 
DKM/MeOH = 30/1, nato MF = DKM). Glede na analizo TLC produkt ni nastal. 
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1, DKM/MeOH = 50/1 in EtOAc/hex = 1/2. 
 
4.1.5 Sinteza 2-(cianometil)-1-metilpiridin-1-ijevega jodida (5)  
 
 
2-(Piridin-2-il)acetonitril (1,15 mL; 10 mmol) in MeI (1,86 mL; 30 mmol) smo raztopili v 
ACN (5 mL) in 1 dan mešali pri sobni temperaturi. Nato smo nastalo oborino filtrirali s 
presesavanjem in jo sprali z dietiletrom. Izolirali smo 1, 22 g (44,4 %) spojine 5 v obliki 
sivega prahu.   
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4.1.6 Sinteza 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetonitrila (6) 
 
 
2-Aminobenzentiol (3,19 mL; 30 mmol) in malonitril (1,956 g; 30 mmol) smo raztopili v 
EtOH (20 mL), dodali ocetno kislino (2 mL) ter 1 dan mešali pri sobni temperaturi. Nato 
smo oborino filtrirali s presesavanjem in jo sprali s hladnim etanolom. Izolirali smo 3,65 g 
(70,0 %) spojine 6 v obliki rumenih kristalov. 
 
4.1.7 Poskus sinteze 2-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-(1-metilpiridin-2(1H)-iliden)pent-2-
endinitrila (7) 
 
 
Spojino 5 (0,39 g; 1,5 mmol) in spojino 6 (0,261 g; 1,5 mmol) smo raztopili v DMF (2 mL) 
in 4 M HCl (0,75 mL) ter 6 ur segrevali pri 60 °C.  
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo zmesi dodali EtOAc in vodo ter iz analize TLC 
razbrali, da produkt najverjetneje ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1 in DKM/MeOH = 50/1.  
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4.1.8 Poskus sinteze 2-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-(3-metilbenzo[d]tiazol-2(3H)-iliden) 
pent-2-endinitrila (8) 
 
 
 
4-(Benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)-2-(benzo[d]tiazol-2-il)pent-2-endinitril (0,02897 g; 
0,08 mmol) in MeI (0,015 mL; 0,25 mmol) smo raztopili v DMSO ter dodali K2CO3 
(0,022 g; 0,16 mmol). Zmes smo pri 60 °C segrevali 6 ur.  
 
Izolacija 
Po ohladitvi na sobno temperaturo smo dodali HCl. Produkt ni nastal.  
 
4.1.9 Sinteza etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)-1-okso-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-4-
karboksilata (9) 
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o-Aminotiofenol (3 mL; 0,028 mol) smo dodali k etil 2-cianoacetatu (3 mL; 0,028 mol) in 
6 ur segrevali pri 130 °C. Po ohladitvi smo k nastalemu etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetatu 
(0,544 mL; 3 mmol; predpostavimo, da je izkoristek 100 %) dodali 4 M HCl (2,2 mL) in 
nato še DMF (2 mL) ter 6 ur segrevali pri 60 °C.  
 
Izolacija 
Po ohladitvi smo nastalo suspenzijo filtrirali s presesavanjem. Oborino smo prekristalizirali 
iz EtOAc in s filtriranjem s presesavanjem dobili končni produkt (9).  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 20/1, DKM/MeOH = 9/1 in EtOAc/hex = 1/2. 
 
Preglednica II: Značilnosti spojine 9. 
Molekulska masa 452,55 g/mol 
Elementna sestava C23H20N2O4S2 
Tališče 280 °C 
Izgled Kristali rumene/rjave barve 
Izkoristek 7,8 % 
HR-MS (ESI) 407.05135 (M+H)+ 
1H-NMR (400 MHz, TFA-d) δ (ppm) = 1.67 (t, 3H, J = 7.15 Hz, -CH2-
CH3), 4.75 (q, 2H, J = 7.19 Hz, -CH2-
CH3), 7.84 – 7.93 (m, 4H, H-Ar), 8.10 – 
8.12 (m, 1H, H-Ar), 8.18 – 8.20 (m, 1H, 
H-Ar), 8.29 – 8.31 (m, 1H, H-Ar), 9.35 (s, 
1H, =CH−), 9.45 – 9.47 (m, 1H, H-Ar). 
13C-NMR (100 MHz, TFA-d) δ (ppm) = 14.6, 66.9, 108.1, 108.7, 119.3, 
124.3, 124.7,130.24, 130.45, 131.0, 131.4, 
132.5, 139.5, 141.3, 141.8, 162.0, 162.6, 
167.3.7, 170.7. 
Rf (MF: EtOAc/hex = 1/2) 0,6 
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Slika 14: Izgled spojine 9: V prvem poskusu je nastala oborina rjave barve, v drugem pa oborina 
rumene barve. 
 
4.1.10 Poskus sinteze 4-(2-metilenetiazolidin-4-iliden)-2-(2-metiltiazol-4-il)pent-2-
endinitrila (10) 
 
 
 
2-(2-Metil-4,5-dihidrotiazol-4-il)acetonitrilu (0,532 g; 3,8 mmol) smo dodali DMF (2 mL) 
in nato še 4 M HCl (2,2 mL) ter 6 ur segrevali pri 60 °C. 
Izolacija 
Po ohladitvi smo suspenzijo filtrirali s presesavanjem in oborino prekristalizirali iz 
dietiletra. Iz analize TLC smo razbrali, da produkt ni nastal. Oborina je bila namreč 
izhodna spojina v obliki soli. 
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 9/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
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4.1.11 Poskus sinteze 4-(benzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)-2-(benzo[d]tiazol-2-il)pent-2-
endinitrila (11) 
 
 
2-(Benzo[d]tiazol-2-il)acetonitril (0,198 g; 1,1 mmol) smo raztopili v N,N-
dimetilacetamidu (2 mL) in dodali 4 M HCl (1 mL) ter 6 ur segrevali pri 60 °C.  
 
 
Izolacija 
Po ohladitvi smo suspenzijo filtrirali s presesavanjem. Po nanosu matičnice in oborine na 
ploščico TLC smo ugotovili, da produkt ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 9/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
 
4.1.12 Poskus sinteze 4-(piridin-4(1H)-iliden)-2-(piridin-4-il)pent-2-endinitrila (12) 
 
 
 
 
2-(Piridin-4-il)acetonitril (0,472 g; 4 mmol) smo raztopili v DMF (2 mL) in dodali 4 M 
HCl (1 mL). Reakcijsko zmes smo 6 ur segrevali pri 60 °C.  
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Izolacija 
Po ohladitvi smo suspenzijo filtrirali s presesavanjem in oborino prekristalizirali iz EtOAc. 
Nastalo suspenzijo smo ponovno filtrirali s presesavanjem in matičnico uparili pri 
znižanem tlaku. Zaostanku smo dodali DKM in silikagel ter suspenzijo uparili pri 
znižanem tlaku. Sledilo je čiščenje s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, MF: 
DKM/MeOH = 40/1, nato MF: DKM/MeOH = 9:1, nato MF: EtOAc/hex = 1/2). Po 
nanosu prečiščene frakcije na ploščico TLC smo ugotovili, da produkt ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 9/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
 
4.1.13 Sinteza 2-(4-okso-1,4-dihidrokinazolin-2-il)-4-(4-okso-3,4-dihidrokinazolin-
2(1H)-iliden)pent-2-endinitrila (13) 
 
 
 
2-(4-Okso-1,4-dihidrokinazolin-2-il)acetonitril (100 mg; 0,5 mmol) smo raztopili v DMF 
(1,5 mL) in dodali 4 M HCl (0,75 ml). Reakcijsko zmes smo 6 ur segrevali pri 60 °C. 
 
Izolacija 
Po ohladitvi smo suspenzijo filtrirali s presesavanjem in nastalo oborino spirali z zmesjo 
EtOH in vode (EtOH/voda = 1/1).  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo EtOAc/hex = 1/2.  
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Preglednica III: Značilnosti spojine 13. 
Molekulska masa 380,36 g/mol 
Elementna sestava C21H12N6O2 
Tališče Več kot 300 °C 
Izgled Kristali rumeno rjave barve 
Izkoristek 125,5 % 
HR-MS (ESI) 381.10915 (M+H)+ 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, KtBu) δ (ppm) = 6.94 (bs, 1H, H-Ar), 7.16 – 7.24 
(m, 2H, H-Ar), 7.35 – 7.40 (m, 2H, H-Ar), 
7.60 – 7.64 (m, 1H, H-Ar), 7.87 – 7.89 (m, 
1H, H-Ar), 7.94 – 7.97 (m, 1H, H-Ar), 
8.82 (s, 1H, =CH−), 9.24 (bs, 0.4H, NH), 
13.07 (bs, 0.5H, NH). 
Rf (MF: EtOAc/hex = 1/2) 0,48 
 
 
Slika 15: Izgled spojine 13. 
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4.1.14 Poskus sinteze 4-(1-metilpiridin-2(1H)-iliden)-2-(piridin-2-il)pent-2-endinitrila 
(14) 
 
 
4-(Piridin-2(1H)-iliden)-2-(piridin-2-il)pent-2-endinitril (19 mg; 0,081 mmol) smo 
raztopili v acetonitrilu (1 mL) ter dodali še K2CO3 (23 mg) in MeI (5 μl; 0,081 mmol). 
Reakcijsko zmes smo segrevali 16 h na 60 °C. 
 
Izolacija 
Po ohladitvi smo suspenzijo filtrirali s presesavanjem. Matičnico smo ekstrahirali z EtOAc. 
Nastalo organsko fazo smo ekstrahirali z 0,1 M HCl in postopek trikrat ponovili. Nato smo 
nastalo organsko fazo ponovno ekstrahirali z nasičeno raztopino NaCl. Ta korak smo prav 
tako trikrat ponovili. Organski fazo smo dodali NaSO4 in filtrirali s presesavanjem. 
Produkt ni nastal.  
Med posameznimi stopnjami izolacije smo za lažjo orientacijo reakcijsko zmes analizirali s 
TLC. Uporabili smo MF DKM/MeOH = 9/1 in EtOAc/hex = 1/2.  
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4.2 ANALIZA S HPLC 
 
Optimizacija ločbe in postavitev metode 
Pred začetkom ločevanja smo kolono sprali najprej s 95 % vode + 5 % acetonitrila 
(spiranje soli in polarnih spojin), nato pa s 100-odstotnim acetonitrilom (spiranje lipofilnih 
spojin). Za mobilno fazo smo izbrali kombinacijo vode in acetonitrila z dodatkom 
trifluoroocetne kisline. Naši produkti so kisli, zato so bili signali brez kisline v mobilni fazi 
razširjeni. Zaradi velikega števila spojin v reakcijski zmesi smo izbrali gradientno elucijo. 
Vzorec smo pripravili tako, da smo natehtali 1 mg spojine in jo zamrznili. Nato smo ji 
dodali 1 mL DMSO (raztopina 1). Nadalje smo 100 μL raztopine 1 dodali 800 μL ACN in 
100 μL vode (raztopina 2). 400 μL raztopine 2 smo filtrirali v vialo in uporabili za 
postavitev metode.  
 
Izbor ustrezne valovne dolžine merjenja 
Priprava standardne raztopine je bila v vseh treh primerih enaka. V mikrocentrifugirko smo 
natehtali približno natančno 1 mg produkta in mu dodali približno natančno 1 mL DMSO, 
saj je bil naš cilj koncentracija 1 mg/mL (raztopina 1). Mikrocentrifugirko smo za nekaj 
časa položili v ultrazvočno kadičko, da se je produkt raztopil. 
Preglednica IV: Sestava raztopine 1. 
Produkt Sestava 
Spojina 1 0,93 mg produkta + 930 μL DMSO  
Spojina 9 1,20 mg produkta + 1200 μL DMSO 
Spojina 13 1,14 mg produkta + 1140 μL DMSO  
Nastalo raztopino 1 smo desetkrat redčili tako, da smo k 100 μL nastale raztopine dodali 
800 μL ACN in 100 μL vode (raztopina 2). Približno 400 μL raztopine 2 smo filtrirali v 
vialo. Pripravili smo tudi slepi vzorec, pri katerem je bil postopek priprave enak, le da 
nismo dodali nobenega produkta. 
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Snemanje spektra 
Najprej smo posneli kromatograme spojin 1, 9 in 13 (raztopina 2) pri valovni dolžini 254 
nm, kjer absorbirajo aromatske spojine, torej naši produkti. Na kromatogramu smo nato 
določili, kje se nahaja signal posamezne spojine. Ker smo uporabili detektor z diodnim 
nizom, smo nato pregledali spekter, ki ga je ta posnel za izbran signal. Valovno dolžino, 
kjer je bila absorbanca najvišja, smo uporabili za snemanje kromatogramov v nadaljevanju. 
V primeru, ko je bilo na spektru prisotnih več vrhov, smo izbrali tistega, ki se je nahajal pri 
daljši valovni dolžini, kljub temu, da absorbanca ni bila najvišja. Tako smo se izognili 
vplivu izhodnih spojin in stranskih produktov, ki so prav tako aromati in absorbirajo pri 
valovnih dolžinah med 200 in 300 nm.  
 
Preglednica V: Valovna dolžina, pri kateri smo posneli kromatograme. 
Produkt Valovna dolžina [nm] 
Spojina 1 415 
Spojina 9 403 
Spojina 13 318 
 
 
Priprava vzorcev za določanje izkoristka 
Pripravili smo raztopine z linearnim razponom koncentracij. Pri vseh treh produktih smo 
raztopine pripravili na enak način.  
Raztopina A: V bučko smo natehtali približno natančno 5 mg produkta in razredčili do 
10 mL z DMSO. Bučko smo za kratek čas položili v ultrazvočno kadičko, da smo dosegli 
hitrejše raztapljanje produkta.  
Raztopina B: ACN/voda = 8/1 (44 mL ACN + 5,5 mL vode) 
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Preglednica VI: Iz raztopin A in B pripravljene raztopine produkta s padajočo koncentracijo. 
Raztopine Raztopina A + raztopina B Koncentracija 
Raztopina 1 100 μL razt. A + 900 μL razt. B c1 = 0,05 mg/mL 
Raztopina 2 80 μL razt. A + 920 μL razt. B c2 = 0,04 mg/mL 
Raztopina 3 60 μL razt. A + 940 μL razt. B c3 = 0,03 mg/mL 
Raztopina 4 40 μL razt. A + 960 μL razt. B c4 = 0,02 mg/mL 
Raztopina 5 20 μL razt. A + 980 μL razt. B c5 = 0,01 mg/mL 
Slepa raztopina 0 μL razt. A + 1000 μL razt. B / 
 
 
Slika 16: Suspenzije produkta s padajočo koncentracijo pred raztapljanjem v ultrazvočni kadički. 
 
V naslednjem koraku smo posneli kromatograme produktov pri prej določenih valovnih 
dolžinah z različnimi koncentracijami in pri posamezni koncentraciji odčitali površino pod 
krivuljo oz. AUC (area under curve). 
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Slika 17: Kromatogram spojine 1 s c = 0,05 mg/mL. 
 
Slika 18: Kromatogram spojine 9 s c = 0,05 mg/mL. 
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Slika 19: Kromatogram spojine 13 s c = 0,05 mg/mL. 
 
Preglednica VII: AUC posamezne spojine v odvisnosti od koncentracije. 
c [mg/mL] AUC (Spojina 1) AUC (Spojina 9) AUC (Spojina 13) 
c1 = 0,05 mg/mL 18,385 16,431 11,016 
c2 = 0,04 mg/mL 15,308 13,137 7,361 
c3 = 0,03 mg/mL 11,760 9,951 4,641 
c4 = 0,02 mg/mL 7,641 5,960 1,612 
c5 = 0,01 mg/mL 4,250 3,654 0,786 
 
Iz pridobljenih podatkov smo za vsak produkt izdelali graf odvisnosti AUC od 
koncentracije in iz enačbe linearne premice v naslednjem koraku izračunali izkoristek.  
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Slika 20: Graf odvisnosti površine pod krivuljo od koncentracije spojine 1. 
 
 
Slika 21: Graf odvisnosti površine pod krivuljo od koncentracije spojine 9. 
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Slika 22: Graf odvisnosti površine pod krivuljo od koncentracije spojine 13. 
 
Določanje izkoristka 
Za določanje izkoristka posamezne reakcije smo najprej stehtali reakcijsko zmes in odvzeli 
50 mg reakcijske zmesi. Redčenje smo prilagodili glede na maso izoliranega produkta. 
Slednja ne predstavlja pravega izkoristka, saj tekom izolacije vseskozi izgubljamo produkt.  
 
Spojina 1:10 μL reakcijske zmesi spojine 1 smo dopolnili z zmesjo ACN in vode do 
1,0  mL. Površina pod krivuljo je znašala 12,7 in izkoristek 0,95 %.  
Spojina 9: 10 μL reakcijske zmesi spojine 9 smo dopolnili z DMSO do 1000 μL. 100 μL 
raztopine smo nato redčili z zmesjo ACN in vode do 1,0  mL. Površina pod krivuljo je 
znašala 8,778 in izkoristek 7,8 %. 
Spojina 13: 10 μL reakcijske zmesi spojine 13 smo dopolnili z DMSO do 1000 μL. 100 μL 
raztopine smo nato redčili z zmesjo ACN in vode do 1,0  mL. Površina pod krivuljo je 
znašala 20,873 in izkoristek 125,5 %. 
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4.3 SPEKTRI FLUORESCENCE  
 
Priprava vzorcev za merjenje fluorescence 
Najprej smo pripravili raztopine produktov v DMSO, s koncentracijo 10 mM. 400 μL 
dobljene raztopine smo razredčili z EtOH do 4 mL ter dobili raztopino s koncentracijo           
10-6 M, s katero smo nato posneli ekscitacijske in emisijske spektre.  
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Ekscitacijski in emisijski spektri 
 
Slika 23: Normalizirani spektri ekscitacije (modra) in emisije (rdeča) spojin 1 (A), 9 (B) in 13 (C). 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Sinteza je potekala uspešno v primeru spojin 1, 9 in 13.  
 
Slika 24: Strukture nastalih spojin. 
 
Vpliv funkcionalnih skupin pripetih na aromatsko skupino 
Sinteza je potekla v primeru obeh funkcionalnih skupin, tako derivata acetonitrila kot etil 
acetata. V primeru spojine 9, kjer je bil uporabljen derivat etil acetata, je prišlo do 
aminolize estra in ciklizacije, kar ponazarja slika 25. 
 
 
Slika 25: Zaradi napada nukleofilnega dušika na karbonilno C=O-skupino estra je prišlo do 
ciklizacije spojine 9. 
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Vpliv izhodne spojine in topila na nastanek produktov 
Preglednica VIII: Vpliv aromatskega dela spojine in topila na nastanek produkta. 
Nastanek produktov 
Topilo = DMF 
Ni nastanka produktov 
Topilo = DMF 
Ni nastanka 
produktov 
Topilo = N,N- 
dimetilacetamid 
 
Izhodna spojina spojine 1 
 
Izhodna spojina spojine 2 
 
Izhodna spojina spojine 
11 
 
 
Izhodna spojina spojine 9 
 
 
Izhodna spojina spojine 3 
 
 
Izhodna spojina spojine 13 
 
 
Izhodni spojini spojine 4 
 
 
 
Izhodni spojini spojine 7 
(spojini 5 in 6) 
 
 
 
 
 
Izhodna spojina spojine 10 
 
 
 
Izhodna spojina spojine 12 
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Pri vseh treh nastalih produktih (spojine 1, 9 in 13) je reakcija potekla tako, da sta se dve 
molekuli izhodne spojine vgradili v produkt. V primerih, kjer smo želeli uvesti dve različni 
izhodni spojini, produkt ni nastal (spojini 4 in 7). Dveh aromatskih skupin pod temi pogoji 
ni možno uvesti. Testirali smo dve topili, DMF in N,N-dimetilacetamid. Ker je bilo prvo 
topilo prisotno pri vseh treh nastalih produktih, lahko sklepamo, da pomembno vpliva na 
uspešnost reakcije. Del DMF je najverjetneje v protoniranem stanju, kar pomeni, da je 
karbonilna skupina, katere ogljik se nato vgradi v končno spojino, aktivirana (slika 26). V 
primeru N,N-dimetilacetamida nismo našli pričakovanega produkta, verjetno je karbonilna 
skupina premalo elektrofilna. Morda bi bilo smiselno poskusiti z derivati N,N-
dimetilacetamida pri katerih je karbonilna skupina bolj aktivirana, kot je pri N,N-
dimetiltrifluoroacetamidu. 
 
Slika 26: Z zeleno barvo je označen C-atom pri protoniranem DMF (levo) in potem, ko je vgrajen v 
končno spojino (desno). 
 
Stabilnost nastalih produktov 
Pri spojini 1 je prišlo do hidrolize estra in dekarboksilacije, kar prikazuje slika 27. Namreč 
pri tej molekuli je ester karboksilne kisline pripet na tiazol, ki odtegne elektrone, zato v 
kombinaciji s kislimi pogoji poteče dekarboksilacija. Najverjetneje je pred 
dekarboksilacijo potekla hidroliza estra. Morda dekarboksilacija ne bi potekla, če bi 
reakcijo izvedli v brezvodnih pogojih s sušilnimi sredstvi.  
 
Slika 27: Dekarboksilacija spojine 1. 
 
 
Maruša Horvat  Magistrska naloga 
44 
 
Alkiliranje fluoroforov 
Izhodni spojini spojin 8 in 14 smo poskušali alkilirati z uvedbo skupine na nukleofilni 
dušik, kar prikazuje slika 28, vendar neuspešno. Najverjetneje je negativni naboj 
razporejen po celotnem konjugiranem sistemu in ne le na dušiku, zato ta ni nukleofilen. 
Temu v prid priča tudi dejstvo, da spojina obstaja v več tavtomernih oblikah, kjer se vodik 
nahaja na različnih mestih molekule. Tavtomerne oblike so dobro vidne pri spektrih NMR 
tovrstnih spojin.   
 
Slika 28: : Izhodna spojina spojine 8 (levo) in 14 (desno) z rdeče označenima dušikoma, ki smo ju 
želeli alkilirati. 
 
Izkoristek nastalih produktov 
Preglednica IX: Izkoristek posamezne sinteze fluoroforov in R2 vrednost. 
Produkt Izkoristek R2 vrednost 
Spojina 1 0,95 % 0,9979 
Spojina 9 7,8 % 0,9952 
Spojina 13 125,5 % 0,9662 
Pri spojini 13 je izkoristek 125,5 %. Sklepamo lahko, da so zaradi slabe topnosti produkta 
njegove koncentracije prenizke in je posledično tudi umeritvena krivulja nepravilna. Tudi 
vrednost R2 je precej nizka, kar pomeni, da se izmerjene vrednosti v manjši meri skladajo s 
pričakovanimi vrednostmi. R2 vrednosti pri spojinah 1 in 9 je blizu 1 in kaže na to, da gre 
za rezultate, ki jim lahko bolj zaupamo.   
Poleg slabe topnosti pa v vseh primerih predstavlja težavo tudi pomanjkanje analitskih 
standardov. Delo je potekalo tako, da smo najprej izvedli reakcijo, stehtali reakcijsko zmes 
in odmerili znano maso reakcijske zmesi. Nato smo spojino izolirali, potrdili istovetnost z 
NMR in MS ter najčistejše frakcije pridobljene pri kolonski kromatografiji uporabili kot 
standard pri določanju izkoristka. Seveda se pri takšnemu delu lahko pojavijo napake, npr. 
prisotnost nečistot, ki jih z NMR in MS nismo zaznali in vplivajo na izkoristek. Prav tako 
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so bile mase produktov majhne in je zato napaka pri tehtanju večja. Tudi, če bi imeli na 
voljo več spojine, nam to ne bi prišlo prav, ker je spojina zelo slabo topna, raztapljanje 100 
mg standarda v 1 L DMSO pa seveda tudi ni ekonomično in ekološko upravičeno. Težavo 
z majhno topnostjo bi lahko razrešili z dodatkom baze, vendar je Nataša Vek v svojem 
magistrskem delu ugotovila, da začnejo ob prisotnosti baze potekati stranske reakcije. 
Alternativo bi lahko predstavljal NMR, kjer bi primerjali vrednost integrala značilnega 
signala končne spojine z dodanim internim standardom, če seveda ne bi bilo prekrivanja 
signalov. 
Pri spojini 1 je bil izkoristek zelo majhen, pravzaprav smo spojino izolirali zaradi značilne 
obarvanosti; če te ne bi bilo, bi verjetno reakcijsko zmes zavrgli. Če izvzamemo izkoristek 
spojine 13, smo največji izkoristek dobili pri sintezi spojine 9. 
 
Ekscitacijski in emisijski spektri 
Sintetizirani produkti imajo različni aromatski del izhodne spojine, ki vpliva tako na 
spekter ekscitacije kot spekter emisije. Oba spektra spojine 1 se v primerjavi s spektroma 
spojine 13 nahajata pri višjih valovnih dolžinah. Spojina 1 vsebuje v svoji strukturi 
elektron privlačno estrsko skupino, ki verjetno na ekscitacijo in emisijo vpliva tako, da 
njuna spektra premakne k daljšim valovnim dolžinam. Da bi bolje raziskali vpliv skupin 
pripetih na aromatski del produkta, bi morali narediti več analogov te spojine in zanje 
posneti spektre fluorescence.  
Za fluorofor, podoben spojini 9, je posnela spekter fluorescence Nataša Vek. Izhodni 
spojini se razlikujeta le v skupini, pripeti na metilensko skupino (slika 29). Spektra 
ekscitacije in emisije spojine 9, kjer je prišlo do ciklizacije, se nahajata pri nižjih valovnih 
dolžinah kot pri ciano analogu. Vsekakor pa na spekter ekscitacije in emisije vplivata tako 
aromatski del kot tudi funkcionalna skupina, ki je pripeta nanj. Ravno zato ima ta tip 
fluorofora velik potencial, saj lahko uvajamo različne funkcionalne skupine in z njimi 
vplivamo na ekscitacijo in emisijo.  
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Slika 29: Izhodna spojina produkta Nataše Vek (levo) in izhodna spojina spojine 9 (desno) 
(povzeto po (25)). 
Preglednica X: Valovne dolžine ekscitacije in emisije ter Stokesov premik produktov. 
Produkt λ ekscitacije 
[nm] 
λ emisije [nm] Stokesov premik 
[nm] 
Spojina 1 450 550 100 
Spojina 9 400 450 100 
Spojina 13 300 450 150 
 
Največji Stokesov premik ima spojina 13, sledita ji spojini 1 in 9, ki imata enak Stokesov 
premik. 
  
Maruša Horvat  Magistrska naloga 
47 
 
6 SKLEP 
 
V magistrski nalogi smo poskušali sintetizirati strukturno podobne fluorofore, kot so 
opisani v magistrski nalogi Andraža Bevka. Raziskali smo vpliv funkcionalne skupine, 
vezane na metilensko skupino. Pri sintezi smo uporabili dva različna tipa izhodnih spojin: 
arilacetonitrile in etil arilacetate. V primeru etilnega estra pride do ciklizacije, a spojina še 
vedno fluorescira. Produkt vsebuje po ciklizaciji estrsko skupino, ki bi se jo dalo 
hidrolizirati do kisline in nadalje derivatizirati. Spreminjali smo tudi topilo, ki pri tej 
reakciji služi tudi kot reagent. Pri uporabi DMF je bila sinteza uspešna, pri uporabi N,N-
dimetilacetamida pa produkt ni nastal. Verjetno zato, ker je protoniran DMF bolj dovzeten 
za nukleofilni napad kot N,N-dimetilacetamid. V primeru, ko je bil etilni ester del arilne 
skupine, je prišlo do delne dekarboksilacije produkta. Fluorofore smo poskušali še 
alkilirati, a smo bili pri tem neuspešni. 
Sinteza fluoroforov je bila uspešna v treh primerih (spojine 1, 9 in 13). V reakcijskih 
zmeseh smo s pomočjo UHPLC določili izkoristek sinteze. Najprej smo postavili metodo 
in optimizirali ločbo. Nato smo za vsak produkt določili valovno dolžino, pri kateri sta bili 
občutljivost in selektivnost metode največji. Pri tej valovni dolžini smo nato posneli 
kromatograme raztopin produkta z linearno padajočimi koncentracijami in pri vsaki 
koncentraciji odčitali AUC. S pomočjo grafa odvisnosti AUC od koncentracije produkta 
smo dobili enačbo premice, iz katere smo izračunali koncentracijo in iz nje izkoristek 
posamezne sinteze. Zaradi slabe topnosti spojine 13 nismo dobili linearnega odziva  med 
površino pod krivuljo in koncentracijo produkta  
Nastalim produktom smo posneli ekscitacijske in emisijske spektre in poskušali obrazložiti 
vpliv posameznih funkcionalnih skupin na valovno dolžino ekscitacije in emisije. Uvedba 
estrske skupine na tiazol (spojina 1) ni vodila do velikih sprememb v primerjavi s 
podobnim fluoroforom brez estrske skupine. Zamenjava tiazola oz. benztiazola s kinazolin-
4(3H)-onom (spojina 13) pa vodi do občutnega premika ekscitacije in emisije k nižjim 
valovnim dolžinam. Tudi kadar smo kot izhodno spojino uporabili etil arilacetat, ima 
produkt (spojina 9) ekscitacijski in emisijski spekter premaknjen k nižjim valovnim 
dolžinam glede na analog pripravljen iz arilacetonitrila.  Lahko trdimo, da s funkcionalnimi 
skupinami zelo vplivamo na ekscitacijski in emisijski spekter, kar omogoča optimizacijo, 
zato je ta tip fluorofora zelo obetaven za nadaljnji razvoj.   
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8 PRILOGE 
 
8.1 PRILOGA 1: MASNI SPEKTER NASTALIH FLUOROFOROV (SPOJINE 1) 
 
 
  
PMH-1a #8-44 RT: 0.03-0.19 AV: 37 NL: 1.11E8
T: FTMS + c ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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8.2 PRILOGA 2: MASNI SPEKTER NASTALIH FLUOROFOROV (SPOJINE 9) 
 
 
 
 
 
PMH-9 v HCOOH #9-58 RT: 0.04-0.25 AV: 50 NL: 1.32E8
T: FTMS + c ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
R
e
la
ti
v
e
 A
b
u
n
d
a
n
c
e
164.9854
222.0570
250.0194
407.0513
345.0786
277.0949
565.4692438.2651 652.4058 804.1436 873.5211
Maruša Horvat  Magistrska naloga 
52 
 
8.3 PRILOGA 3: MASNI SPEKTER NASTALIH FLUOROFOROV 
(SPOJINE 13) 
 
 
 
 
PMH-13 #3-17 RT: 0.01-0.07 AV: 15 NL: 3.04E7
T: FTMS + c ESI Full ms [150.0000-800.0000]
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8.4 PRILOGA 4: 1H-NMR SPEKTER SPOJINE 1 
 
 
 
1H-NMR (400 MHz, Pyr, 2 tavtomerni obliki):  
δ (ppm) = 1.13 in 1.25 (2 × t, 3H, J = 7.15 Hz, -CH2-CH3), 2.28, 2.74, 2,78, in 2.89 (4 × s, 
6H, Ar-CH3), 4.17 in 4.28 (2 × q, 2H, J = 7.13 Hz, -CH2-CH3), 6.58, 6.98, 7.39, 7,99 in 
9.20 (5 × s, 3H, H-Ar, =CH−, NH). 
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8.5 PRILOGA 5: 1H-NMR SPEKTER SPOJINE 9 
 
 
 
1H-NMR (400 MHz, TFA-d): 
 δ (ppm) = 1.67 (t, 3H, J = 7.15 Hz, -CH2-CH3), 4.75 (q, 2H, J = 7.19 Hz, -CH2-CH3), 7.84 
– 7.93 (m, 4H, H-Ar), 8.10 – 8.12 (m, 1H, H-Ar), 8.18 – 8.20 (m, 1H, H-Ar), 8.29 – 8.31 
(m, 1H, H-Ar), 9.35 (s, 1H, =CH−), 9.45 – 9.47 (m, 1H, H-Ar). 
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8.6 PRILOGA 6: 13C-NMR SPEKTER SPOJINE 9 
 
 
 
13C-NMR (100 MHz, TFA-d):  
δ (ppm) = 14.6, 66.9, 108.1, 108.7, 119.3, 124.3, 124.7,130.24, 130.45, 131.0, 131.4, 
132.5, 139.5, 141.3, 141.8, 162.0, 162.6, 167.3.7, 170.7. 
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8.7 PRILOGA 7: 1H-NMR SPEKTER SPOJINE 13 
 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, KtBu): 
δ (ppm) = 6.94 (bs, 1H, H-Ar), 7.16 – 7.24 (m, 2H, H-Ar), 7.35 – 7.40 (m, 2H, H-Ar), 
7.60 – 7.64 (m, 1H, H-Ar), 7.87 – 7.89 (m, 1H, H-Ar), 7.94 – 7.97 (m, 1H, H-Ar), 8.82 (s, 
1H, =CH−), 9.24 (bs, 0.4H, NH), 13.07 (bs, 0.5H, NH). 
 
